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INTRODUCCIÓN
Los metales pesados son contaminantes fre-
cuentes de las aguas residuales debido a los verti-
dos industriales que ocasionalmente se vierten al
sistema de alcantarillado, y que pueden ser origina-
dos por diferentes industrias tales como la metalur-
gia, la de fabricación de baterías, etc.
Los mecanismos por los que los metales son
eliminados en los tratamientos de aguas residuales
han sido discutidos ampliamente. Entre los que jue-
gan un papel más importante caben destacar la pre-
cipitación, la adsorción sobre los sólidos en suspen-
sión durante la sedimentación primaria (Oliver y
Cosgrove, 1974 ;Wheatland et al, 1975), o la adsor-
ción sobre los polímeros extracelulares y bacterias
de los lodos activos (Oliver y Cosgrove, 1974;
Brown y Lester, 1979, 1982).
Son muchos los factores que intervienen en la
eliminación de los metales. Alguno de ellos son pa-
rámetros de operación de la planta como concentra-
ción de sólidos del licor mezcla del sistema de lo-
dos activos, edad de los lodos, carga orgánica.
Otros, están relacionados con el metal, como es la
especiación del metal, concentración, etc. (Brown
y Lester, 1979).
Aunque los organismos necesitan de una con-
centración de metales traza para alcanzar un creci-
miento óptimo, se sabe que estos compuestos son
tóxicos para la mayoría de las especies a unas con-
centraciones específicas. Muchos investigadores
(Bailey et al., 1970 ; Ghosh y Zugger, 1973 ) han
demostrado que la mayoría de los metales sólo ne-
cesitan de una baja concentración para producir
una reducción significativa en la eficacia del trata-
miento y en la actividad de los microorganismos. 
Los efectos tóxicos de estos compuestos sobre
los procesos biológicos son complejos y están rela-
cionados generalmente con la especie, la solubili-
dad del metal, la concentración del tóxico y las ca-
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Resumen
En este trabajo se estudian los efectos tóxicos que los metales cadmio, cinc y cobre, tienen sobre
la actividad microbiana del sistema de lodos activos. Los metales se adicionan al sistema diluidos
en un agua residual sintética cuya DQO es de 520 mgO2/L y el ensayo se llevó a cabo durante un
tiempo de 8 días. La toxicidad de estos metales se ha determinado a partir de la reducción que ex-
perimentan las medidas de actividad tales como la tasa específica de respiración y el porcentaje de
células activas presente en el reactor. Los resultados experimentales obtenidos han permitido es-
tablecer la siguiente secuencia de toxicidad : Cd>Cu>Zn.
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racterísticas del influente, tales como pH, concen-
tración de otros cationes y/o moléculas presentes,
sólidos en suspensión, etc. (Hartz et al, 1985 ;
Chang et al., 1986). 
La mayoría de las investigaciones realizadas
sobre la toxicidad de metales pesados ha ido dirigida
a estudiar el efecto que estos ejercen sobre la super-
ficie bacteriana (Nelson et al., 1981; Alibhai et al.,
1985) o para explicar los complejos formados entre
los metales y los polímeros extracelulares (ECP)
(Rudd et al., 1983, 1984). Los métodos para medir la
toxicidad de estos son numerosos, siendo los más
utilizados la inhibición enzimática e inhibición de la
nitrificación (Klapwijk et al., 1974) y turbidez del
efluente (Neufeld, 1976). Battistoni et al. (1993) y
Kunz et al. (1976), han sido los únicos que han reali-
zado estudios sobre el efecto que los metales pesa-
dos tienen en la medida de la tasa de respiración.
El objetivo del presente estudio es determinar
el efecto tóxico que los metales cinc, cobre y  cad-
mio ejercen sobre el sistema de lodos activos. Este
efecto será seguido a través de parámetros de con-
trol (sólidos en suspensión, DQO) y medidas de ac-
tividad (tasa de respiración y porcentaje de células
activas). 
MATERIAL Y MÉTODOS 
Unidad de lodos activos a escala de
laboratorio
El biorreactor utilizado a nivel de planta pilo-
to de laboratorio para la realización de los ensayos
aparece representado en la figura 1. Consta de dos
unidades: tanque de aireación de 3 L de capacidad
y decantador de 2.5 L. La alimentación estéril llega
al reactor de forma continuada e impulsada por una
bomba peristáltica (Modelo MASTERFLEX) y la
aireación se suministra al sistema a través de un
compresor de aire que a la vez produce la homoge-
neización del contenido del reactor (TAGUS
2000). La temperatura dentro de la unidad lodos ac-
tivos se mantuvo a 25 ºC mediante un módulo con-
trolador de temperatura (Modelo Gallenkamp
FBL-330-010N). 
Las condiciones del ensayo en las que se tra-
bajaron fueron de un tiempo de retención hidráuli-
co de 5 horas, estando fijado el tiempo de retención
celular del sistema en 10 días, condiciones que son
muy similares a las que se suele trabajar en una es-
tación depuradora de aguas residuales a escala real. 
Alimentación 
En los experimentos se utilizó agua residual
sintética, cuya composición aparece recogida en la
Tabla I, con un valor de DQO de 520 mg O2/L.
Disoluciones de sulfato de cadmio, cobre y
cinc, se añadieron al agua residual sintética en los
tres ensayos realizados, al objeto de que la concen-
tración de la alimentación al reactor fuera de 2
mg/L en cobre y cadmio y de 3 mg/L en cinc. Los
metales utilizados han sido seleccionados por ser
los que se encuentran en mayor concentración en
los lodos de la depuradora de la que se tomó el inó-
culo para la realización de los ensayos. Además,
son los más ampliamente estudiados en  la biblio-
grafía, seguramente por su importancia en las aguas
residuales urbanas (Chang et al, 1986 ; Dilek et al,
1992 ; Madoni et al, 1994) siendo las concentracio-
nes ensayadas, las empleadas por  Madoni en su
trabajo (Madoni et al, 1996).
La duración de los experimentos para los dife-
rentes metales ensayados fue de 8 días.
Técnicas analíticas empleadas
Las técnicas empleadas se pueden agrupar en
dos bloques: técnicas aplicadas al control del reac-
tor y entre las que se incluyen determinación de só-
lidos en suspensión, DQO del efluente y pH, reali-
zadas todas según las indicaciones de los Métodos
Normalizados (APHA; AWWA; WPCF, 1989) ; y
técnicas de medidas de actividad, entre las que se
encuentran, la tasa específica de respiración
(SOUR, Specific Oxygen Uptake Rate)( APHA;
AWWA; WPCF, 1989) y determinación del por-
centaje de células activas existente en el reactor,
mediante la relación CTC/DAPI.
Recuento bacteriano 
El control de la población bacteriana presente
en el reactor se realizó siguiendo las especificaciones
del método propuesto por Griebe et al. (1997), el
cual se basa en el uso combinado de dos fluorocro-
mos : CTC (cloruro de 5 ciano, 2,3, ditolil tetrazo-
lium ) utilizado para la determinación de los micro-
organismos activos y DAPI (dicloruro de 4,6-diami-
dino-2-fenilindol), para los microorganismos totales.
Brevemente, el método consiste en incubar
las muestras de lodos activos con la sal de tetrazo-
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lium, (CTC) a una concentración 4 mM, durante un
intervalo de tiempo de dos horas, a temperatura
ambiente y en oscuridad. Al cabo de este tiempo, la
reacción se interrumpe mediante la adición de 1mL
de formol al 37%. 
A continuación, y debido a la forma de creci-
miento que poseen las bacterias en los lodos acti-
vos, la muestra se debe introducir en un baño de ul-
trasonidos (ULTRASONS-H, Selecta de 6 L de ca-
pacidad) durante un intervalo de tiempo de 15 mi-
nutos con el fin de destruir todos los flóculos bacte-
rianos existentes en la muestra, y realizar el recuen-
to de una manera eficaz y fiable.
Posteriormente se realizan las diluciones nece-
sarias para llegar a una concentración de células
adecuada para ser contadas. El medio de dilución
que se utiliza es agua Milli Q- filtrada a través de un
filtro de 0,2 µm y estéril. A la muestra diluida se le
añade DAPI (10 µg/mL), y se deja incubar a tempe-
ratura ambiente y en oscuridad durante un intervalo
de tiempo de 10 minutos. Una vez transcurrido este
tiempo, las bacterias teñidas se recogen por micro-
filtración  a través de una membrana negro de poli-
carbonato de 0,2 µm de tamaño de poro (Millipore
GTBP, Ireland). Los filtros se secan al aire y se
montan con aceite de inmersión de baja fluorescen-
cia (Laboratorios Cargille, Inc) sobre un portaobje-
tos de cristal. El recuento al microscopio se hace por
triplicado según el trabajo de Schaule et al. (1993).
RESULTADOS 
Modo de operación 
El reactor conteniendo agua residual sintética
libre de metal se inoculó con lodo activo proceden-
te de la EDAR del municipio de Jerez de la Fronte-
ra (Cádiz, SO España). El reactor se alimentó dia-
riamente con agua residual sintética libre de meta-
les y operó en modo batch, durante un tiempo sufi-
ciente hasta conseguir una biomasa bien estableci-
da, comenzando a continuación a trabajar en régi-
men continuo hasta que los microorganismos estu-
vieron adaptados a las nuevas condiciones ambien-
tales. 
Una vez que el sistema estuvo aclimatado, lo
cual estuvo marcado por una estabilidad en los va-
lores de concentración de sólidos en suspensión en
el licor mezcla y en los valores de DQO del efluen-
te, se comenzó a adicionar el metal junto con la ali-
mentación sintética.
Efecto de los metales sobre las variables
de control
En las tablas II, III y IV aparecen recogidos
los valores medios, máximo y mínimo de los resul-
tados obtenidos de las distintas variables estudiadas
en los tres ensayos realizados.
La evolución de los sólidos volátiles en sus-
pensión, (SVS), para el Zn, Cu y Cd se representan
en la Figura 2. Se observa una evolución muy pare-
cida para el caso del cinc y del cobre: un fuerte des-
censo durante los tres primeros días, un aumento el
cuarto día y un descenso muy suave a partir del
quinto día ; a partir de este momento y hasta el final
del ensayo el sistema parece estar estabilizado. Este
comportamiento puede ser debido al efecto de inhi-
bición que el cinc y el cobre tienen sobre los proce-
sos de reproducción de los microorganismos de los
lodos activos. A partir del tercer día, y como conse-
cuencia de una posible adaptación o aclimatación de
los microorganismos a la presencia del metal, la dis-
minución de la concentración de los SVS es mucho
menos acusada que al inicio del experimento. 
En el ensayo realizado con adición de cadmio
la concentración inicial de SVS en el reactor fue su-
perior al de los ensayos con Zn y Cu y también li-
geramente superior del que se encuentra normal-
mente en las unidades de lodos activos. Para este
metal el mayor descenso se produce durante los tres
primeros días de ensayo; sin embargo, y al contra-
rio que en el caso del cinc y cobre, no se produce un
aumento el cuarto día de ensayo, y los valores de
SVS en el reactor siguen descendiendo hasta el fi-
nal del experimento, lo que nos indica que el siste-
ma no se estabiliza y que, probablemente, si el en-
sayo se prolongara se produciría aún una mayor
pérdida de sólidos.
En la figura 3 se representan los porcentajes
de eliminación de materia orgánica en valores de
DQO del sistema para los tres metales estudiados. 
Se observa cómo, en todos los casos, la pre-
sencia del metal produce una reducción en los por-
centajes de eliminación de materia orgánica que se
alcanzan durante los días de ensayo hasta llegar a
valores que están por debajo de los que marca la
Directiva 91/271. No obstante, y como en el caso
de los SVS, el comportamiento de esta variable es
distinto para los tres metales estudiados. Así, el
cinc es el que produce unos efectos menos negati-
vos, pasando el porcentaje de reducción de materia
orgánica desde un 90 % hasta un 77 % en los 8 dí-
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as que duró el ensayo, habiéndose alcanzado casi
una estabilización del sistema a partir del cuarto día
de realización del mismo.
El cobre y el cadmio tienen un comporta-
miento bastante parecido en cuanto a los porcenta-
jes de eliminación de materia orgánica del sistema,
pasando desde un 85.5 % y un 90.5 % del elimina-
ción el día primero de ensayo hasta un 51.5 % y
45.86 % de eliminación el día octavo de ensayo,
respectivamente.
Este empeoramiento en el funcionamiento del
reactor es debido, sin duda, al efecto tóxico que tie-
nen estos metales sobre los microorganismos res-
ponsables de la eliminación de la materia orgánica,
viéndose afectados además los procesos de flocula-
ción de los lodos activos y teniendo lugar una im-
portante pérdida de sólidos por el efluente y, por
tanto, un empeoramiento de su calidad.
El pH del medio también se ve alterado du-
rante la realización de los tres ensayos (Figura 4).
Así, en el ensayo con cinc el valor inicial se sitúa en
7,36 y según evoluciona el experimento se produce
un aumento hasta alcanzar valores de pH 8,5 el ter-
cer día de ensayo, manteniéndose en torno a este
valor hasta el final del experimento. El aumento del
pH en el medio coincide con la disminución de só-
lidos del sistema, por lo que la causa podría atri-
buirse a la muerte de microorganismos presentes en
la unidad, los cuales vierten sus componentes celu-
lares, proteínas principalmente, al medio. Dado que
la hidrólisis del Zn SO4 es una hidrólisis ácida que
produciría una bajada del pH del medio, la excre-
ción de los compuestos celulares como consecuen-
cia de la muerte de los microorganismos debe ser lo
suficientemente importante para compensar la ba-
jada del pH que se produciría por el efecto pura-
mente químico de la disolución de la sal. 
Durante el ensayo en el que se adicionó cobre
como compuesto tóxico, el valor inicial del pH del
tanque de aireación es de 7,9, valor superior al en-
contrado en el ensayo realizado con cinc, y aumen-
ta rápidamente hasta 8,4 en el segundo día del en-
sayo. Después de este aumento, el pH se mantiene
prácticamente constante, alrededor de 8,2, hasta el
final del ensayo. Las variaciones del pH en el ensa-
yo con cobre son menores que en el ensayo con
cinc, aunque la velocidad a la que se produce el
cambio en el pH es mayor para el caso del cobre, lo
que significa que su acción tóxica debe ser más rá-
pida. Las causas de este aumento del pH deben ser
las mismas que las del ensayo anterior: muerte de
los microorganismos y la liberación al medio de sus
componentes celulares, principalmente proteínas.
El efecto que la presencia de cadmio tiene so-
bre el pH del sistema es similar al de los casos co-
mentados anteriormente, aunque el incremento que
tiene lugar en este experimento es como en los ca-
sos de las variables anteriores, ligeramente superior
al de los ensayos con adición de cinc y cobre.
Efecto de los metales sobre las medidas de
actividad microbiana
En los tres ensayos realizados se pudo com-
probar, a través de las observaciones realizadas al
microscopio, que a medida que el tiempo transcu-
rría y la concentración del metal aumentaba en el
sistema, el número de especies presentes disminuía
considerablemente, debido probablemente al efec-
to tóxico e inhibidor que los metales tienen sobre
los microorganismos.
Los resultados obtenidos de tasa específica de
respiración (SOUR) en los experimentos realizados
(con los metales ensayados) aparecen representa-
dos en la figura 5. Para el caso del cinc puede ob-
servarse que tiene lugar una reducción del valor de
la variable de casi el 50 % en los 2 primeros días, lo
que indica la fuerte inhibición de la actividad respi-
ratoria que se está produciendo en  la microbiota
presente en el reactor. A partir de este momento, el
valor del SOUR permanece prácticamente constan-
te hasta el final del ensayo. 
En el caso del cobre los efectos fueron más
acusados. La tasa específica de respiración muestra
un mayor descenso al segundo día del ensayo, lo
que confirma la mayor inhibición y los mayores
efectos letales que este metal tiene sobre los micro-
organismos del sistema de lodos activos. A partir de
este momento el valor de la variable se mantiene
prácticamente constante hasta el final del ensayo,
llegando hasta un valor mínimo al día octavo
(191,4 mgO2/gSVS·d).
Los resultados que se obtuvieron en el ensayo
con adición de cadmio fueron diferentes a los ante-
riores. El valor del SOUR durante los tres primeros
días del mismo apenas si experimentó variación al-
guna debido, probablemente a que a la vez de que
se está produciendo una inhibición de los procesos
respiratorios de los microorganismos está teniendo
lugar una disminución importante de la microbiota
del sistema, manteniendo la población supervivien-
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te su nivel respiratorio. Sin embargo, a partir del
cuarto día, y coincidiendo con la desaparición de
gran parte de los protozoos ciliados, se produce un
descenso del valor de la variable. Esta tendencia
decreciente continua hasta el final del ensayo, re-
gistrándose al día octavo del mismo el valor míni-
mo detectado en los tres ensayos, concretamente de
126 mgO2/gSVS·d (Figura 5).
El comportamiento de la medida de la tasa es-
pecífica de respiración (SOUR) para estos metales,
está en perfecta concordancia con la evolución
mostrada por los mismos en la variable SVS (Figu-
ra 2).
Los resultados que se obtuvieron en los re-
cuentos de biomasa total y activa a través de mi-
croscopía de epifluorescencia confirman también
los obtenidos para los valores de SOUR. 
En la figura 6 aparecen representados los por-
centajes de células activas presentes en el reactor
en los ensayos realizados con adición de Zn, Cu y
Cd. En los tres ensayos ocurre una fuerte inhibi-
ción, aunque como en las variables anteriores, los
efectos producidos por el cinc los menos acusados. 
El cobre provoca una fuerte inhibición desde
el segundo día del ensayo pasando desde un por-
centaje de población activa del 50% el primer día a
un 6% al segundo día. La tendencia decreciente va-
ría muy poco hasta el final del ensayo.
El cadmio, al igual que se ha descrito para va-
riables anteriores, provoca mayores efectos inhibi-
torios que los otros metales: se puede observar la
clara tendencia decreciente del porcentaje de célu-
las activas durante el tiempo que se realizó el ensa-
yo, llegándose a producir una reducción de más del
90 % de población activa presente en el reactor, lo
que supone prácticamente una total inhibición de la
biomasa presente en el reactor, sin embargo, y co-
mo en variables anteriores, el descenso es de forma
menos acusada que para el Cu. 
DISCUSIÓN
Son escasos los estudios existentes en la bi-
bliografía sobre inhibición de la actividad micro-
biana de la microbiota de los lodos activos por pre-
sencia de metales, ni tampoco experiencias en régi-
men continuo, por lo que no se ha podido realizar
una comparación de los resultados aquí obtenidos.
La importancia del presente trabajo radica en que
los ensayos se han realizado en continuo, durante
un periodo de tiempo de ocho días, lo que permite
estudiar de forma adecuada los diferentes efectos
que la llegada del metal produce en el sistema de
lodos activos, representando de una forma más real
lo que ocurre en una EDAR a escala real.
No obstante, y dado que los experimentos re-
alizados en el presente trabajo se llevaron a cabo
sin alterar prácticamente las condiciones ambienta-
les del sistema de lodos activos y a que se partió de
una microfauna perfectamente establecida con un
índice biótico de Fangos de 10 (Madoni, 1994), los
resultados que aquí se han obtenido pueden ser ex-
trapolables a otras plantas de lodos activos.
Cardinaletti et al. (1990) comprobaron que
aguas residuales con un contenido en cinc entre 0.6
y 1,2 mg/L no tienen efectos negativos alguno so-
bre las comunidades de protozoos que existen en
las unidades de lodos activos. En los experimentos
llevados a cabo por Madoni et al (1996), se pudo
comprobar que una concentración de 0.57 mg/L de
cinc provoca la desaparición de sólo algunas espe-
cies, y que concentraciones superiores a 10 mg/L
resultan tóxicas para la mayoría de los microorga-
nismos presentes en estos sistemas. En nuestro es-
tudio, la concentración de cinc empleada (3 mg
Zn/L) comienza a ser tóxica a partir del tercer día
de ensayo, momento en el que se pasa de un 50 %
de población activa presente en el reactor hasta un
35 %. En este momento la concentración de metal
absorbida sobre la superficie de los flóculos se de-
terminó que era de 2 mgZn/Kg Lodo, lo que permi-
te concluir que una concentración superior a la se-
ñalada anteriormente provoca una inhibición de los
microorganismos presentes en el sistema de lodos
activos. En la Tabla V se muestran los resultados
obtenidos a lo largo de los ensayos realizados de la
concentración de metal adsorbido en la superficie
de los flóculos y la concentración de metal soluble.
Para el caso del cobre, Shuttleworth y Unz,
(1988), encontraron que concentraciones mayores
a 63.5 µg/L de cobre inhiben completamente el cre-
cimiento de bacterias filamentosas. Dilek y Yetis
(1992) por su parte comprobaron que concentracio-
nes superiores a 10 mgCu/L, no tienen efectos so-
bre la cinética del sistema. Para Madoni et al.
(1996), exposiciones de 24 horas a una concentra-
ción de 3 mg/L de este metal provocan la muerte
del 67 % de la población. En nuestro caso, emple-
ando una concentración de Cu de 2 mg/L en conti-
nuo, se produce una importante inhibición en el sis-
tema, reduciéndose hasta sólo el 6 % la población
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activa al segundo día de ensayo, lo que coincide
con una concentración de cobre adsorbida en el lo-
do de 0.6 mgCu /kg Lodo (Ver Tabla V).
Respecto a los valores encontrados en la bi-
bliografía para el cadmio, sólo Madoni en su estu-
dio (Madoni et al., 1996) determinó un valor de
LC50 (concentración a la que se produce la mor-
tandad del 50 % de la población) de 0.31 mg/L pa-
ra las distintas especies que existen en una unidad
de lodos activos. En nuestro estudio el cadmio es el
que provocó los efectos más negativos viéndose
afectadas todas las variables que fueron analizadas,
experimentando un importante descenso tanto los
parámetros de control, sólidos en suspensión y por-
centaje de eliminación de DQO, como en las medi-
das de actividad realizadas. Concretamente la po-
blación activa durante el tiempo que duró el ensayo
experimentó una reducción de más del 90 % de la
misma, llegándose a una pérdida de la capacidad
depuradora superior al 50 %, siendo la concentra-
ción de cadmio soluble determinada en este mo-
mento en el reactor inferior a las determinadas en
los ensayos empleando zinc y cobre. (Ver Tabla V).
CONCLUSIONES
La entrada de sustancias tóxicas a la planta,
concretamente metales a las concentraciones ensa-
yadas, provoca en el sistema de lodos activos los si-
guientes efectos:
a) Los tres metales ensayados, zinc, cobre y
cadmio, originan una importante inhibición en el
sistema de lodos activos, viéndose afectadas todas
las variables analizadas, y siendo la toxicidad pre-
sentada por el zinc inferior a la de los otros dos me-
tales. El cadmio y el cobre presentan una toxicidad
similar, aunque los efectos que provoca el cadmio
son más acusados que los del cobre.
b) Los distintos metales ensayados, aunque en
distinta proporción, se adsorben permanentemente
sobre la superficie de los flóculos, lo que hay que
tener en cuenta para la posterior utilización de los
lodos en agricultura. 
c) Los efectos tóxicos sobre la microbiota de
los metales estudiados aumenta, según la siguiente
secuencia de toxicidad:  Zn<Cu<Cd, lo que corro-
bora el estudio realizado por Madoni et al. (1996). 
d) De los distintos grupos funcionales presen-
tes en el sistema de lodos activos, los protozoos, ro-
tíferos y nematodos se revelan como los más sensi-
bles a la presencia de los metales siendo el grupo de
los flagelados el que presenta una mayor resisten-
cia. 
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Figura 1. Esquema de la unidad de lodos activos a escala de labo-
ratorio utilizada en la realización de los ensayos. A. Recipiente de
almacenamiento del influente. B. Bomba dosificadora. C. Tanque
de aireación. D. Decantador. E. Bombas de aire comprimido. F.
Recipiente de recogida del efluente.
Figura 2. Evolución de la variable SVS durante los tres ensayos re-
alizados
Figura 3. Evolución de los porcentajes de eliminación de materia
orgánica durante la realización de los tres ensayos.
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Figura 4. Evolución del pH del licor mezcla durante la realización
de los ensayos
Figura 5. Comportamiento de la variable SOUR en la realización
de las tres experiencias
Figura 6. Representación de la variable porcentaje de células acti-
vas durante los ensayos realizados
  
